纤 枝 短 月 鲜 BeLEA2 基因 的 克隆 及 表达 分 析 
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摘要 : 为 探究 纤 枝 短 月 从 LEA2 基因 的 结构 和 表达 特征 ， 该 研究 以 纤 枝 短 月 作为 材料 ， 首 次 
利用 PCR 克隆 技术 得 到 纤 枝 短 月 伦 BeLEA2 基因 序列 ， 对 该 基因 进行 分 析 。 结 果 表 明 : 该 
基因 序列 中 含有 2 个 外 显 子 和 1 个 内 含 子 ， 其 开放 阅读 框 CORPO 为 456 bp， 编 码 151 个 
AER, 预测 其 相对 分 子 质量 为 16 515. 96 Da。 将 纤 枝 短 月 侮 与 其 他 植物 LEA2 基因 氨基酸 
序列 进行 比 对 ， 构 建 系统 进化 树 ， 结 果 显 示 纤 枝 短 月 玖 与 小 立 碗 人 玖 的 亲缘 关系 最 近 。 利 用 
HiTail PCR 技术 克隆 获得 1 072 bp 的 BeLEA2 启动 子 序 列 ， 用 PlantCARE 在 线 工 具 对 该 启 
动 子 的 顺 式 作用 元 件 进 行 预测 ， 结 果 表 明 该 启动 子 除 了 含有 核心 启动 子 元 件 TATA-box 和 
CAAT-box 外 ， 还 含有 ABRE. MYB, MYC, MYB 结合 位 点 (MBS) 等 其 他 顺 式 元 件 。 实 
时 荧光 定量 PCR 分 析 表 明 , BeLEA2 基因 在 纤 枢 短 月 玖 不 同 发 育 时 期 和 不 同 组 织 中 都 有 表达 ， 
且 对 脱水 胁迫 白 有 响应 。 以 上 结果 为 进一步 探究 LEA2 基因 在 苦 玖 植物 中 的 功能 及 作用 机 制 黄 
定 了 基础 。 
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Abstract: The purpose of this study is to explore the structural and expression characteristics of 
LEA2 genes from Brachymenium exile. BeLEA2 gene was firstly isolated by polymerase chain 
reaction (PCR). The results were as follows: Gene structure analysis showed that BeLEA2 gene 
contained 2 exons and 1 intron and contained an open reading frame (ORF) of 456 bp encoding a 
protein of 151 amino acids. Its molecular mass was 16 515.96 Da. The phylogenetic analysis of 
LEA2 with other LEA2 in different plants revealed that BeLEA2 from Brachymenium exile and 
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LEA2 from Physcomitrella patens belong to the same branch of evolutionary distance. The 
promoter sequence of the 1 072 bp BeLEA2 gene was isolated from Brachymenium exile by 
High-efficiency hermal asymmetric interlaced polymerase chain reaction (Tail-PCR) and analyzed 
by PlantCARE showed that it had TATA-box, CAAT-box, ABRE, MYB, MYC, MYB binding site 
and other cis-acting elements. Quantitative real-time PCR analysis indicated that BeLEA2 
expressed in different stages and tissues of Brachymenium exile. In addition, BeLEA2 responded 
to dehydration stress. These results lay a foundation for further study on the function of LEA2 
gene in bryophytes. 
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水 分 是 植物 体 生长 所 必需 的 重要 组 成 部 分 ， 缺 水 会 干扰 植物 正常 的 生理 活动 ， 而 干旱 、 
高 温 、 盐 碱 等 逆境 都 会 使 得 植物 体 细 胞 大 量 失 水 ( 潘 瑞 炽 ，2012) 。 同 时 我 国 也 是 世界 上 盐 碱 
地 面积 最 多 的 国家 之 一 ， 干 旱 和 充 漠 化 问题 非常 严重 ( 张 建 锋 等 ，2002) 。 到 2014 年 底 ， 我 
国土 地 荒漠 化 面积 约 为 26 115.93 万 hm， 约 占 我 国 国土 面积 的 27.20%( 屠 志方 等 ，2016) 。 
盐 碱 和 干旱 不 仅仅 减缓 了 我 国 林业 的 高 速 发 展 , 同时 也 会 给 我 国 的 生态 环境 造成 巨大 的 破坏 。 
因此 进行 耐 盐 / 耐 干旱 的 研究 非常 重要 。 

纤 枝 短 月 从 (Brachymenium exile) 属于 真 巷 科 短 月 巷 属 ( 歼 兴 江 ，2006) ， 生 长 在 裸露 
的 宕 壁 和 极端 干旱 的 环境 中 ， 有 具有 较 强 的 耐 干旱 能 力 。 苦 侮 植物 中 存在 抗 氧 化 防御 系统 ， 可 
以 有 效 地 面 对 外 界 的 干旱 胁迫 ， 在 面 对 一 些 极端 的 外 界 环境 时 可 以 表现 出 极 强 的 抗 着 性 ( 张 
萍 等 ，2005) 。 通 过 研究 植物 的 抗 道 型 基因 ， 并 探究 植物 的 耐 盐 / 耐 旱 机 理 ， 培 养 耐 盐 / 耐 旱 
作物 或 林木 对 保持 我 国 农业 生态 的 可 持续 发 展 ， 改 善 我 国生 态 环境 有 着 极 大 的 作用 。 

LEA 和 蛋白 〈Late Embryogenisis Abundant proteins)， 即 胚胎 发 育 后 期 丰富 蛋白 ， 是 植物 
胚胎 发 育 后 期 种 子 中 大 量 积 累 的 一 类 和 蛋白， 最 早 发 现 于 棉花 胚胎 发 育 后 期 的 子叶 中 (Dure et 
al., 1981) 。 随 后 ， 在 拟 南 芥 (Arabidopsis thaliana)、 小 麦 (Triticum aestivum) ~ 3&3 (Solanum 
lycopersicum) ~ JKf& (Oryza sativa) 和 油菜 (Brassica napus) 等 植物 中 也 同样 发 现 了 LEA 和 蛋白 的 
存在 (Wang et al., 2006; Hundertmark & Hincha, 2008; Cao & Li, 2015; Yu et al., 2016; 
Bhattacharya et al., 2019) . 尽管 LEA 和 蛋白 在 植物 界 中 具有 较为 广泛 的 分 布 ， 但 它 并 不 是 植物 
界 所 特有 的 一 类 蛋白， 在 真菌 、 细 菌 和 某 些 无 状 椎 动物 中 也 同样 有 LEA 和 蛋白 的 存在 
(Tunnacliffe et al., 2005; Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki, 2006; Hand et al., 2007) 。 

到 目前 为 止 ， 已 从 多 种 不 同 植物 中 分 离 出 LEA 基因 的 启动 子 序列 ， 分 析 结 果 表 明 LEA 
基因 的 启动 子 中 有 着 不 止 一 种 压力 响应 相关 的 顺 式 作用 元 件 ， 表 明 LEA 基因 与 干旱 等 非 生 
物 胁迫 的 调控 密切 相关 (Huang et al., 2016; ibrahime et al., 2019; Nagaraju et al., 2019) 。 通 过 
分 析 LEA 基因 结构 得 出 ， 其 内 含 子 数目 的 差异 较 小 ， 同 时 内 含 子 数 目 通 常 不 多 于 3 个 ， 基 
因 结 构 的 保守 性 较 高 (Huang et al., 2016; Wu et al., 2018) 。 

本 研究 对 纤 校 短 月 葵 BeLEA2 启动 子 基因 进行 了 分 离 ， 将 纤 枝 短 月 父 与 其 他 植物 LEA2 
基因 和 氨基酸 序列 加 以 比 对 ， 构 建 系统 进化 树 。 对 纤 枝 短 月 苞 进 行 脱水 胁迫 处 理 ， 并 对 LEA2 
基因 进行 实时 荧光 定量 分 析 ， 以 期 为 LEA2 基因 的 表达 特性 及 其 功能 研究 葛 定 理论 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 植物 材料 


研究 所 需 纤 枢 短 月 全 采 于 昆明 市 郊区 , 保存 于 西南 林业 大 学 实验 室内 。 清 洗 后 进行 DNA 
的 提取 ， 用 于 BeLEA2 基因 和 启动 子 的 克隆 。 


ze 


分 别 选 取 两 组 长 势 相 同 且 良好 的 纤 枢 短 月 伦 ， 分 别 选 取 有 性 世代 和 无 性 世代 的 配子 体 部 
分 和 孢子 体 部 分 。 一 组 采用 新 鲜 植 株 不 予以 处 理 ， 男 一 组 洗 净 后 ， 给 予 脱 水 胁迫 2 h 处 理 
进行 RNA 的 提取 ， 逆 转录 为 cDNA， 用 于 表达 分 析 。 


1.2 £ d^ H BE BeLEA2 基因 的 克隆 


采用 TIANGEN 公司 的 小 量 植物 CHO. 总 DNA 抽 提 试剂 盒 来 提取 纤 枝 短 月 巷 的 基因 组 
DNA, XH OMEGA 公司 的 总 RNA 提取 试剂 盒 提 取 纤 村 3 短 月 葵 的 总 RNA， 选 用 道 转录 试 
剂 盒 〈 全 式 金 )， 将 上 一 步 所 得 的 RNA 逆转 录 为 cDNA。 

根据 本 实验 室 的 转录 组 测序 结果 (未 公布 )， 设 计 出 该 基因 特异 性 引物 LEA2-F: 
ATGGCGGGGTTGTTGAACAAAG; LEA2-R:TTAGAAGATGTCGGACAGTGTG. 4) 5| UJ 
cDNA 和 DNA 为 模板 ， 进 行 PCR 扩 增 。 反 应 体系 为 2xTaq PCR Master Mix 20 nL、 正 向 引 
W 1 HL、 反 向 引物 1 uL. ddH;O 16 uL. DNA 模板 2 uL. PCR 扩 增 程序 : 预 变性 ，95 ©, 
3 min; 变性 , 95 C, 15s, EK, 60 C, 30s, 41H, 72 C, 90s, 35 个 循环 ; 延伸 , 72 C, 
10 min; 4 CRF. PCR 产物 回收 后 ， 将 其 连接 到 克隆 载体 PMD18-T 中 ， 送 生 工 生物 工程 
股份 有 限 公 司 进行 测序 。 


1.3 £fHhiHEEBeLEA2 基因 启动 子 的 克隆 


将 纤 枝 短 月 巷 的 DNA 作为 模板 , 依照 BeLEA2 基因 DNA 全 长 序列 设计 出 三 轮 的 特异 性 
引 物 : LEA2-1R:CGAAGACGGTAGGTGATCTCG 
LEA2-2R : ACGATGGACTCCAGTCCGGCCGTTGTGGATCATGACGTTACTC 
LEA2-3R:GGTGACGTTCCCGATGTCCAC ， 参 照 Liu & Chen(2007) 的 办 法 ， 使 用 
HiTail-PCR 方法 进行 启动 子 的 扩 增 分 离 。 


1.4 生物 信息 学 分 析 


利用 ExPASy-ProtParam 分 析 氨 基 酸 的 理化 性 质 ， 使 用 在 线 软件 GSDS 2.0 分 析 基 因 的 
结构 信息 ; 利用 NetPhos 3. 1 Server 软件 预测 磷酸 化 位 点 ; 利用 NetOGlyc 1.1 Server 软件 
预测 O- 糖 基 化 位 点 ;利用 NetNGlyc 1. 0 Server. 预测 N- 糖 基 化 位 点 ( 徐 志 文 等 ，2019) ; F 
] Prot Scale 软件 得 到 和 蛋白质 亲 玻 水 性 图 ， 利 用 SOPMA 软件 进行 二 级 结构 预测 分 析 ; 利用 
Swiss-Model 通过 同 源 建 模 建 立 三 级 模型 ， 利 用 DNAMAN 6. 0 软件 获得 多 序列 结构 域 比 对 
Rl; 利用 MEGA X 软件 构建 系统 进化 树 ; 利用 PlantCARE 软件 分 析 基 因 的 启动 子 区 域 中 所 
包括 的 转录 调控 元 件 。 


1.5 实时 荧光 定量 PCR 分 析 


根据 所 获得 的 BeLE42 基因 的 序列 ， 设 计 荧 光 定 量 专 用 引物 ， 
L2-F:GCGACAGGGAGATTACCTCC、L2-R:GTCGTAGTCGATATCCCAGTC。 内参 基因 为 
Actin 基因 ， 设 计 引 物 A-F: CTGTACGGCAACATCGTGCTG , A-R: 
CCAGACACTGTACTTCCTCTC， 以 cDNA 为 模板 ， 按 照 TB Green Premix Ex Taq™ II 
说 明 书 进行 操作 ， 反 应 体系 为 SYBR Premix Ex Taq 10 uL. ROX Reference Dye 0.4 uL, IEM 
引物 0.8 pL、 反 向 引物 0.8 pL、ddH20 6 uL. cDNA 模板 2 gL。 反应 程序 : 预 变性 , 95 C, 
30s; 变性 ，95 C, 5s, EK, 60 C, 30s, 40 个 循环 。 每 个 样品 设置 3 次 重复 ， 使 用 
2^^€ 法 计算 BeLEA2 基因 的 相对 变量 值 。 


2 结果 与 分 析 
2.1 BeLEA2 基因 的 克隆 与 结构 分 析 
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以 纤 枝 短 月 巷 cDNA 为 模板 ， 结 合 引 物 LEA2-F 和 LEA2-R 进行 PCR 扩 增 ， 经 测序 得 
到 456 bp 的 序列 。 以 DNA 为 模板 ， 结 合 引 物 LEA2-F 和 LEA2-R 进行 PCR 扩 增 ， 经 测序 
得 到 1 168 bp 的 序列 ， 得 到 两 条 序列 的 长 度 不 一 致 ， 表 明 序 列 中 有 内 含 子 。 

根据 转录 组 序列 分 析 表 明 ， 该 基因 包含 82 bp 5 UTR 和 266 bp 3”UTR， 其 开放 阅读 
框 长 度 为 456 bp， 编码 151 个 氨基 酸 (图 1)。 其 基因 组 序列 的 全 长 长 度 为 1168 bp， 同 时 含 
有 1 个 内 含 子 和 2 个 外 显 子 〈 图 2)。 经 Pfam 分 析 得 出 ，LEA2 蛋白 在 45-140 氨基 酸 位 点 
含有 LEA2 结构 域 ， 表 明 该 基因 属于 LEA 家 族 ， 将 该 基因 命名 为 BeLEA42。 


10 20 30 40 50 60 70 80 

1 ATGGCGGGGTTGTTGAACAAAGCGARGAATG TGG TGGCGGACAAGG TCGCCAAGATGGAGAAGCCGACGGCGGATCTGACGGATG TG 

1 X A GL LNEKAKNSYVVADEVAKHMHEKPIADILITSDSIYS 
97 107 117 127 137 147 157 167 

88 GACATCGGGARCG TCACCCGGGAG TCGG TGGGATTGAAGAGTAACG TCATGATCCACAACCCTTATGATCACGATCTGCCCATICTC 

30 DIGNYVIRESVGLEKSHNVMXEIHHNPYDHDLPIL 
184 194 204 214 224 234 244 254 

175 GAGATCACCTACCGTCTTCGCTGCGGCGACAGGGAGATTACCTCCGGCAACG TGGGCAACACCGGAGCCG TGGCGGCGAACTCCAAC 

59 EITYRLRCGDHREITSOGSRNSSOSYSGSNITSGOGSASYSMASANSIN 
271 281 291 301 311 321 331 341 

262 ACGTCCATCGAAGTGGGGTCGAACGTGGCATACAGCTICCTCATGAACTTGATGCGCGACATCGGCGCCGACTGGGATATCGACTAC 

88 TSIFEYSG SNYAYSFLNNLNRDICGCADYDIDY 
358 368 378 388 398 408 418 428 

349 GACTTCGACGTGGGCGTGAAGCTGAAACTGCCCATCATCCACTCCTTCACCATCCCTCTGCACAAGAAGGG TACCTTGAAGCTGCCC 

117 DFDVGVKLKLPIIHSEFIIPLHKKGILKLS?P 
445 455 

436 ACACTGTCCGACATCTICTAA 

146 TLSDIFS 


1 ZH H EE BeLEA2 的 CDS 序列 及 其 编码 的 氨基 酸 序列 


Fig. 1 CDS sequences and deduced amino acids sequences of BeLEA2 from Brachymenium 
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图 2 PRH E BeLEA2 基因 结构 
Fig.2 Structures of BeLEA2 gene from Brachymenium exile 


2.2 BeLEA2 基因 的 生物 信息 学 分 析 


使 用 ProtParam 软件 预测 BeLEA2 编码 蛋白 质 的 相对 分 子 质量 为 16 515.96 Da， 理 论 等 
BA 5.74, 分 子 式 C732H1179N197O224S6, BeLEA2 所 编码 蛋白 的 氨基 酸 组 成 中 , Leu 含量 最 高 ， 
占 到 了 总 氨基 酸 的 9.9 %; 其 次 为 Val 和 Asp， 分 别 占 总 氨基 酸 的 8.6 % 和 9.3 %。 脂 肪 系数 
为 101.32， 平 均 亲 水 性 为 -0.071， 是 亲 水 和 蛋白 (图 3); 不 稳定 指数 为 17.01， 属 于 稳定 性 和 蛋 
白 。 
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图 3 BeLEA2 蛋白 的 疏水 性 预测 
Fig. 3 Predicted hydrophobic information of BeLEA2 protein 


预测 发 现 BeLEA2 蛋白 发 生 磷 酸化 修饰 的 位 点 共有 10 个 ， 其 中 丝氨酸 的 磷酸 化 位 点 和 
苏 氨 酸 的 磷酸 化 位 点 各 4 个 ， 而 酷 迄 酸 的 磷酸 化 位 点 最 少 ， 为 2 个 。BeLEA2 蛋白 中 不 含有 
RE O- 糖 基 化 和 N- 糖 基 化 的 位 点 。 
使 用 SOPMA 软件 预测 BeLEA2 和 蛋白 的 二 级 结构 。 结 果 表 明 , 该 蛋白 二 级 结构 主要 由 无 
规则 卷曲 (Random coil)、B 转角 (Beta turn)、 延 伸 链 (Extended strand), FU a 螺旋 (Alpha 
helix) 构 成， 其 中 无 规则 卷曲 最 多 ， 占 氨基 酸 序列 的 45.03 多， 其 次 为 延伸 链 和 o 螺旋 ， 分 
别 占 29.80 W% 和 21.19 96, p 转角 最 少 〈(3.97 %)。 通 过 Swiss-Model XJ £F Hs H i£ BeLEA2 
蛋白 的 三 级 结构 进行 预测 分 析 ， 以 拟 南 芥 LEA 蛋白 为 模板 进行 同 源 建 模 , 预测 的 BeLEA2 
蛋白 三 级 结构 中 含有 1 个 wx 螺旋 和 10 个 B 318. 


2.3 BeLEA2 基因 的 启动 子 元 件 


LEPR NH AF DNA 为 模板 ,通过 HiTail-PCR 扩 增 BeLEA2 基因 启动 子 序 列 , 得 到 了 1 072 
bp 的 BeLEA2 基因 启动 子 序列 。 
通过 对 启动 子 元 件 进行 分 析 ， 结 果 显 示 BeLEA2 基因 启动 子 其 具有 典型 的 CAAT box 
和 TATA box 元 件 。 在 BeLEA2 基因 启动 子 区 含 大 量 非 生物 胁迫 响应 顺 式 作 用 元 件 ， 主 要 包 
括 茉莉 酸 甲 酯 响应 元 件 (methyl jasmonate response element; CGTCA-motif); Jy Beg v 
元 件 (abscisic acid responsive element, ABRE); 还 含有 光 响 应 作用 元 件 Spl 和 分 生 组 织 有 
联系 的 作用 元 件 ，CAT box; 与 启动 子 响应 调控 或 活性 有 关 的 元 件 ，CCAAT box; MYB 结 
AMA (MYB binding site, MBS); MYC 和 MYB 元 件 ， 这 两 类 元 件 都 是 转录 因子 作用 元 
件 ， 都 和 ABA 或 干旱 诱导 的 表达 调控 有 联系 ; 除 此 之 外 ， 还 含有 G-box, F-box. A-box. 
I-box, TCT-motif、 TCCC-motif、TGACG-motif、CCGTCC-motif、GATA-motif、GT1-motif 
等 元 件 ， 这 当中 ABRE 元 件 含量 较 高 。 说 明 BeLEA2 的 转录 将 受到 这 些 元 件 的 影响 和 调控 。 


2.4 BeLEA2 氨基 酸 序列 比 对 分 析 


将 BeLEA2 编码 的 氨基 酸 序列 在 NCBI 数据 库 中 进行 Blastp 对 比 , 结果 表明 其 与 小 立 碗 
i£ (Physcomitrella patens, XP_024360796.1), FÆ (Phoenix dactylifera, XP_008795021.1)、 
花旗 松 (Pseudotsuga menziesii, CAA10047.1), EX (Zea mays, NP_001142311.1), H7 
(Saccharum officinarum, ACT53873.1). JEX zi 2 (Picea sitchensis, ADM74314.1), 2€ 
(Ananas comosus, OAY80542.1). 3E (Sorghum bicolor, XP. 002441588.1). 麻子 (Panicum 
miliaceum, RLN27694.1). WIE (Hibiscus syriacus, KAE8699781.1). [i] H Y F (Pistacia vera, 
XP_031249202.1), HÆ (Rosa chinensis, XP_024175981.1) 的 LEA2 蛋白 同 源 ， 并 且 它 们 
之 间 的 相似 性 较 高 。 利 用 DNAMAN 软件 将 LEA2 和 其 他 物种 的 氨基 酸 序列 进行 多 序列 比 对 ， 
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结果 显示 ,BeLEA2 蛋白 与 其 他 物种 LEA2 蛋白 具有 高 度 的 相似 性 ,总 体 表 现 为 C 端 较 保 守 ， 

MED PEN 

N 端 保守 性 较 差 ( 图 4). 
BeLEA2 Len: 9e RS K 45 
XP 0243060790.l JL. e eR K 45 
CAALOGAT: I — ——— v.e n Re s E 45 
ADM74314.1 J^). ilc mme9 E 45 
XP-008795021.1 i.i T 45 
OAY80542.1  lucseexweese9 ns S 45 
ACT53873.1 MASEH.AAGEAKHQ.KQS H 58 
XP 002441588.1 MASEHAAAGEGKHE.KQS H 59 
NP 001142311.1 MASEHAAGGEAKHDOKOS H 60 
RLN27694.1 MASEH...AEPKOK..QS 55 
KAE8699781.1 45 
XP 031249202.1 45 
XP 024175981.1 45 
Consensus 
BeLEA2 105 
XP 024360796.1 105 
CAA10047.1 105 
ADM74314.1 105 
XP 008795021.1 105 
OAY80542.1 105 
ACT53873.1 118 
XP 002441588.1 119 
NP 001142311.1 120 
RLN27694.1 115 
KAE8699781.1 105 
XP 031249202.1 105 
XP 024175981.1 1:05 
Consensus 
BeLEA2 D 151 
XP 024360796.1 ib 151 
CAA10047.1 可 X517 
ADM74314.1 üt 151 
XP 008795021.1 gu 151 
OAY80542.1 gu 151 
ACT53873.1 加 164 
XP 002441588.1 gu 165 
NP 001142311.1 du 166 
RLN27694.1 lb 161 
KAE8699781.1 Bu 151 
XP 031249202.1 T 151 
XP 024175981.1 li 151 
Consensus d dwd dy g p tp g klp 1 


图 4 £r H&E 5 Hb RP LEA2 氨基 酸 序 列 的 多 重 比 对 


Fig4 Alignment of amino acid sequences of LEA2 from Brachymenium exile and other different 


plants 
2.5 LEA2 蛋白 系统 进化 分 析 


使 用 MEGA X 软件 用 近邻 相 接 法 构建 纤 杭 短 月 倒 LEA2 蛋白 的 系统 进化 树 〈 图 5)， 进 
一 步 探究 BeLEA2 蛋白 与 其 他 物种 的 LEA2 蛋白 的 进化 关系 , 结果 显示 : 整个 系统 发 育 树 分 
为 2 个 大 的 分 支 ， 纤 校 短 月 巷 首 先 与 小 立 碗 薛 聚 为 一 广 ， 其 进化 关系 最 为 接近 ; 其 次 ， 裸 子 
植物 与 若 父 植物 聚 在 一 支 ,其 亲缘 关系 比较 接近 ; 而 单子 叶 植 物 和 双子 叶 植 物 的 LEA2 和 蛋白 
同属 于 两 个 不 同 的 分 文 ， 同 时 与 纤 枢 短 月 从 有 较 远 的 亲缘 关系 。 
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图 5 纤 枝 短 月 侠 BeLEA2 与 其 他 物种 LEA2 蛋白 的 系统 进化 树 
Fig. 5 Phylogenetic tree of BeLEA2 from Brachymenium exile and LEA2 proteins from other 


species 


2.6 BeLEA2 基因 实时 荧光 定量 分 析 
实时 荧光 定量 分 析 的 结果 表明 ， 在 未 作 处 至 


的 条 件 下 ，BeLE42 基因 在 纤 枝 短 月 玖 不 同 


的 发 育 时 期 和 部 位 中 都 有 表达 , 特别 是 在 有 性 世代 的 配子 体 中 表达 量 最 多 , 其 次 是 无 性 世代 
的 配子 体 ， 无 性 世代 的 孢子 体 最 低 ， 差 异 极 显著 “图 6)。 为 了 分 析 BeLEA2 是 否 可 能 受到 
脱水 胁迫 的 诱导 ,本 研究 将 纤 枝 短 月 巷 植 株 各 部 位 都 进行 了 2 小 时 的 自然 脱水 处 理 。 在 脱水 


胁迫 条 件 下 ，BeLEA2 基因 在 有 性 世代 的 配子 体 中 表达 量 最 高 ， 其 次 是 无 性 世代 的 孢子 体 ， 
无 性 世代 的 配子 体 最 低 ， 差 异 极 显 著 (图 7)。 分 析 结 果 证 明 ， 不 管 是 正常 条 件 还 是 脱水 胁 
迫 处 理 ，BeLEA2 蛋白 都 在 有 性 世代 时 期 表达 量 最 高 ， 表 明了 BeLEA2 基因 可 能 在 有 性 世代 


的 生长 发 育 过 程 中 有 着 关键 作用 。 
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组 织 Tissue 


1. 无 性 世代 的 孢子 体 ，2. 无 性 世代 的 配子 体 ; 3 
平 上 显著 性 差异 。 下 同 。 


.有 性 世代 的 配子 体 。 不 同 字 母 表示 0.01 水 
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1. Sporophyte of the asexual generation; 2. Gametophyte of the asexual generation; 3. 
Gametophyte of the sexual generation. Different letters mean significant differences at 0.01 level. 
The same below. 

图 6 纤 校 短 月 蕉 在 不 同 组 织 部 位 中 BeLEA2 的 表达 分 析 


Fig.6 Expression analysis of BeLEA2 in different tissues of Brachymenium exile 


5 


相对 表达 量 Relative expression 


2 
组 织 Tissue 


1. 无 性 世代 的 配子 体 ; 2. 有 性 世代 的 配子 体 ; 3. 无 性 世代 的 孢子 体 . 


1. Gametophyte of the asexual generation; 2. Gametophyte of the sexual generation; 3. Sporophyte 


of the asexual generation. 
图 7 £PSOSLH BECEIBUKAEXE F BeLEA2 的 表达 分 析 


Fig.7 Expression analysis of BeLEA2 in Brachymenium exile under dehydration treatment 


在 脱水 胁迫 下 ， 有 性 世代 时 期 的 配子 体 表达 量 降低 (图 8)， 差 异 显 著 。 而 无 性 世代 时 
期 的 配子 体 表 达 量 增加 ， 约 为 正常 植株 的 5.4 倍 (图 9)， 差异 显著 ; 无 性 世代 时 期 的 孢子 体 
表达 量 有 所 上 升 ， 约 为 正常 植株 的 98 倍 (图 10)， 差 异 极为 显著 ， 表 明了 BeLEA2 基因 可 
能 参与 干旱 胁迫 的 响应 基因 ， 这 与 启动 子 区 顺 式 作用 元 件 预测 结果 一 致 ， 揭 示 BeLEA2 & 
白 在 脱水 条 件 下 可 能 对 孢子 体 的 发 育 发 挥 重要 作用 。 


5 
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相对 表达 量 Relative expression 
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对 照 CK 脱水 胁迫 Dehydration 
有 性 世代 的 配子 体 


Gametophyte of the sexual generation 


** 表 示 0.01 水 平 上 显著 性 差异 。 下 同 。 


**mean significant differences at 0.01 level. The same below. 


202009.00036v1 


chinaXiv 


ChinaXiv& fERBTIJ 


图 8 £5 HEERTETHNBUBOT AEK P BeLEA2 的 表达 分 析 
Fig.8 Expression analysis of BeLEA2 in gametophyte of the sexual generation from 
Brachymenium exile 
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对 照 CK 脱水 胁迫 Dehydration 
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Gametophyte of the asexual generation 


图 9 纤 枝 短 月 菌 在 脱水 处 理 下 BeLEA2 的 表达 分 析 


Fig.9 Expression analysis of BeLEA2 in gametophyte of the asexual generation from Brachymenium 


exile 
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对 照 CK 脱水 胁迫 Dehydration 
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Sporophyte of the asexual generation 


*** 表 示 0.001 水 平 上 显著 性 差异 。 
*** mean significant differences at 0.001 level. 
图 10 AE H SEZCTETEICRT FELT HS E JBUK RE F BeLEA2 的 表达 分 析 


Fig.10 Expression analysis of BeLEA2 in sporophyte of the asexual generation from Brachymenium 


exile 


3 讨论 与 结论 


芭蕉 植物 是 一 种 结构 简单 的 小 型 绿色 植物 ， 一 直 以 来 都 以 其 特殊 的 生理 结构 在 植物 体 的 
化 研究 方面 占据 着 重要 地 位 。 苦 全 植物 在 世界 各 地 均 有 着 广泛 的 分 布 ， 在 漳 湿 阴暗 的 地 区 尤为 
常见 ， 在 高 温 、 干 旱 等 恶劣 环境 中 仍 能 够 正常 存活 。 目 前 ， 我 国土 地 荡 漠 化 现象 日 趋 严重 ， 由 
于 地 理 特征 、 气 候 环 境 因素 等 影响 ， 极 易 发 生 干 旱 、 高 温 等 极端 天 气 ， 极 大 影响 了 植物 的 正常 
生长 ， 甚 至 造成 植物 大 面积 枯萎 、 和 死亡 。 但 在 某 些 植物 中 存在 着 大 量 的 抗 着 机 制 ， 在 植物 面临 


胁迫 时 ， 可 以 通过 一 些 功能 性 蛋白 直接 参与 胁迫 响应 (Campo et al., 2014) 。 而 LEA 和 蛋白 就 属于 
此 类 功能 性 蛋白 ,根据 相关 研究 和 资料 表明 , LEA 基因 与 干旱 等 非 生 物 胁 迫 的 调控 有 密切 关系 。 
(Hundertmark & Hincha, 2008; Magwanga et al., 2017; Muvunyi et al., 2018; İbrahime et al., 2019) 。 
水 稳 (Oryza sativa) 幼苗 中 , Os LEAI9a 基因 在 受到 干旱 胁迫 下 会 大 量 表达 ( 胡 廷 章 等 , 2011 )。 
小 麦 (Triticum aestivum) 中 的 TaLEAS 基因 只 有 在 干旱 胁迫 时 才 会 表达 (刘露 露 等，2014)。 将 
KE. (Glycine max) P LEA 基因 转化 至 大 肠 杆菌 (Escherichia coli) 中 ,在 高 盐 胁 迫 下 的 存活 率 大 
幅度 提高 (Lan et al., 2005) 。 综 上 所 述 ，LEA 基因 参与 了 植物 体 干 旱 、 高 盐 等 胁迫 的 响应 ， 这 与 
本 研究 结果 保持 一 致 。 
通过 分 析 可 知 ，BeLEA2 基因 ORF 序列 为 456 bp， 编 码 151 个 氨基 酸 ， 根 据 Pfam 数据 库 
对 于 LEA 和 蛋白 家 族 的 分 类 ， 该 基因 属于 LEA 家 族 。 纤 枝 短 月 巷 BeLEA2 基因 启动 子 中 不 仅 含 
有 CAAT-box 和 TATA-box 等 基本 的 元 件 ， 同 时 还 有 和 压力 响应 相关 的 顺 式 作用 元 件 ， 例 如 逆 
境 激素 ABA 的 主要 调控 元 件 ABRE. MYC 和 MYB; MYB 的 结合 位 点 (MYB binding site, 
MBS) 以 及 茉莉 酸 甲 酯 响应 元 件 Cmethyl jasmonate response element, CGTCA-motif) 等 元 件 ， 
推测 BeLEA2 基因 可 能 会 受 这 些 非 生 物 胁迫 的 调控 (Yamaguchi-Shinozaki & Shinozaki, 2005; Du 
et al., 2013; Huang et al., 2016; 李 莎莎 等 , 2018; Nagaraju et al., 2019) 。 这 说 明 BeLEA2 在 纤 枝 短 月 
艾 的 抗 逆 性 中 有 着 非常 重要 的 作用 ， 具 有 深入 研究 的 价值 。 

A £r HE LEA2 建立 的 系统 发 育 树 可 以 分 析 得 出 : LEA2 基因 在 不 同 的 分 类 单元 中 都 可 
以 明显 地 区 分 开 ， 传 统 分 类 的 系统 进化 树 和 基于 LEA 构建 的 结果 一 致 。 值 得 关注 的 是 苔 从 植 
物 LEA2 基因 与 裸子 植物 LEA2 基因 的 系统 位 置 较为 接近 , 这 是 否 反 映 了 它们 的 LEA2 基因 很 可 
能 具有 相近 的 共同 祖先 ， 还 需 积累 更 多 的 研究 资料 。 被 子 植 物 中 包含 双子 叶 植 物 和 单子 叶 植 物 
两 大 分 支 。 

实时 奖 光 定量 分 析 表 明 , 不 管 是 未 经 处 理 还 是 经 脱水 胁迫 处 理 , BeLEA2 基因 在 不 同时 期 及 
不 同 部 位 中 强 有 表达 ， 且 在 有 性 世代 时 期 表达 量 最 高 ， 揭 示 BeLEA2 基因 可 能 在 有 性 世代 的 生 
长 发 育 过 程 中 起 重要 作用 。 脱 水 胁迫 后 ，BeLEA2 基因 表达 量变 化 差异 明显 , 在 有 性 世代 发 育 时 
期 的 表达 下 降 ， 而 在 无 性 世代 发 育 时 期 表达 上 升 ， 揭 示 了 该 基因 在 纤 校 短 月 巷 不 同 生 长 发 育 时 
其 5I| ri] 


E 


本 研究 首次 从 纤 枢 短 月 仪 中 克隆 分 析 了 BeLEA2 基因 ， 并 进行 了 初步 的 表达 分 析 ， 结 果 显 
示 纤 枝 短 月 全 中 BeLEA2 基因 在 脱水 胁迫 时 有 较 高 的 表达 ， 表 明 BeLEA2 基因 参与 了 纤 枝 短 月 
薛 脱 水 胁迫 的 响应 ,本 研究 对 深入 了 解 LEA2 基因 在 苦 巷 植 物 生 长 发 育 过 程 中 的 功能 ,分 析 LEA2 
蛋白 植物 抗 逆 的 分 子 机 制 以 及 深入 探究 普 巷 植物 的 抗 逆 机 制 具有 重要 意义 。 
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